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論文内容の要旨 
生体低分子群の一斉解析は，システム生物学において，重要な物質要素情報を与え
ることが期待されるものの，現時点では一つの計測において，細胞中のすべての生体
分子群を計測できる技術は存在しない。また，多糖，脂肪，タンパク質，核酸などの
生体高分子は，代謝による化学生産物であるにも関わらず，一般のメタボローム解析
の計測対象には含まれない。これらの生体高分子群を一斉に解析する研究は未踏の分
野である。 
一方，海洋などの水圏における有機物の物質循環においては微細藻類が大きな役割
を果たしている。海洋の藻類の炭素，窒素，リン，酸素の元素比は，レッドフィール
ド比で安定し，元素循環を解析する際に広く使われている。元素比は生物の代謝と密
接な関係があるため，元素比のみならず化学種の解析も重要である。そのためには低
分子代謝産物のみならず生体高分子群を網羅的に解析する手法が必要である。本研究
では，原生生物の Euglena gracilis の生体高分子混合物の非分離解析をおこなった。ま
た，異なる栄養環境下で培養した E. gracilis での生体高分子組成の比較解析をおこな
い元素比と生体分子の関係性を探った。 
申請者は，高分解能固体 NMR を生体高分子群の一斉解析に用いている。その理由
は高分解能固体 NMR の計測対象に分子量の上限がなく，また，結晶から非晶状態ま
であらゆる分子を原子レベルの分解能で構造情報取得が可能な数少ない分析手法で
あるためである。しかしながら，非分離解析においては，得られたスペクトル中のシ
グナルから個々の成分へと帰属する必要があるものの，しばしば，シグナルのオーバ
 ーラップから帰属が困難になる。申請者らは，過去にリグノセルロース系高分子混合
物の非分離解析において，13C 核による安定同位体標識および 3 次元 NMR 法を導入
する方法，分子運動性の違いを利用してスペクトル上でシグナルを分離する方法を導
入することで，シグナルのオーバーラップを回避し，個々の成分へと帰属できること
を示す実績を有していた。 
本研究でも同様に，13C および 15N による安定同位体標識を E. gracilis におこなっ
た。安定同位体標識した細胞を単離精製を経ることなしに固体 NMR スペクトルの計
測へと供した。13C, 15N, および 31P スペクトルは，細胞内分子の各元素の化学種プロ
ファイルを示した。シグナルのオーバーラップから各成分への帰属が困難であったた
め，多次元 NMR 法によるシグナルの帰属をおこなった。その結果、特に 13C-13C 多
次元相関 NMR スペクトルから各シグナルを生体高分子へと帰属することができた。 
化学シフトによる分離が困難な成分は，物性の違いを利用したシグナルフィルタを
用いた。固体 HSQC 法は，磁化移動に INEPT を使うが，一方， double-CP 法では，
磁化移動に交差分極を使う。固体 HSQC スペクトルでは，コヒーレンスの寿命の違い
から分子運動の大きい脂質由来のシグナルのみが得られたが，一方，double-CP では，
運動性の低い多糖類結晶である paramylon や蛋白質および脂質の信号が得られた。 
更に，異なるアンモニア濃度で培養された E. gracilis の 13C, 15N, および 31P NMR
スペクトルの比較からアンモニア濃度による代謝変動に由来する生体高分子組成の
変動を解析した。13C DP-MAS スペクトルにより低アンモニア条件では，細胞内に
paramylon を多量に蓄積していることが確認できたが，一方，高アンモニア条件で培
養した細胞には，炭素の多くはタンパク質として存在していることが確認できた。15N 
CP-MAS からも，同様に，高アンモニア条件で培養した細胞にタンパク質が多く存在
することが確認できた。High-Resolution MAS 法を組み入れた 13C NMR スペクトルに
よる代謝プロファイルからは，高アンモニア条件で培養した細胞には，全体的にアミ
ノ酸が豊富に存在し，特に ornithine 濃度が高いことが確認できた。 
培養条件を低アンモニア条件から高アンモニア条件へと変えることで E. gracilis の
総炭素プロファイルは大きく変わり，主要物質が paramylon からタンパク質に置きか
わった。既報では，窒素過多によってアミネーションが促進され，炭素骨格は
paramylon の分解によって供給されていることを報告している。また，高–低アンモニ
ア条件での細胞のメタボロームの比較では，高アンモニア条件で ornithine が特徴的に
存在した。別報では E. gracilis は，arginine dihydrolase 経路を有することが報告されて
おり，その代謝経路では，arginine deiminase, ornithine carbamoyl transferase, および 
carbamate kinaseの働きによって arginineからcitrullineを経てornithineへと代謝される。
この経路では，arginine の異化によってアンモニアが得られるため，窒素のリサイク
ルとして機能することが推定された。また，15N CP-MAS が示すように高アンモニア
条件の細胞には低アンモニア条件の細胞と比較し，特に arginine のガドリニウム窒素
が多く存在することが認められ，細胞に取り込まれた無機態の窒素が有機態の
arginine として細胞内に蓄積されることが推定された。 
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論文審査結果の要旨 
本論文の審査は，平成 27 年 12 月 16 日の学位審査会において 4 名の審査員（主査：
池上貴久 副査：池口満徳，和田章，および守屋繁春）により，提出された学位論文，
専門的知識，関連分野に関する知識，外国語能力に関しておこなわれた。 
専門分野に関して，池口副査は，本研究で提案する手法と従来法の比較に関して質
問した。これに対し，安定同位体，多次元 NMR 法，およびシグナルフィルタによっ
てシグナルの重複を解決し，情報を抽出する点が新しく，また，多核 NMR や代謝プ
ロファイルと組み合わせて低分子から高分子まで様々な核種を網羅的に解析すると
いうパッケージとしても新規性があると回答があった。さらに，シグナルフィルタに
よる信号の分離の限界や発展性に関して質問があった。信号の分離の発展には，2 つ
の方向性があり，ひとつめは，本博士論文でも扱った物理化学的な性質の違いを利用
した方法で，これには性質の差によって限界があるという回答があった。一方，ふた
つめは，近赤外分光法において用いられている外部リファレンスおよび回帰分析など
をつかって信号を分離する方法が挙げられ，この方法では，信号分離をさらに発展さ
せられるとの回答があった。 
守屋副査は，E. gracilis の 31P NMR が示したポリリン酸の蓄積に関連して環境生態
中でのリンの代謝に関して質問があった。これに対して，環境中，特に外洋などでは
リンがバイオマスの律速因子となっており制限されているため，リンが蓄積されるの
は稀ではないかとの回答があった。一方，排水などの人為的な資源添加がある水では，
過剰のリンが存在しておりポリリン酸を蓄積する性質は，水質浄化において有用であ
り，実際にそのような利用が検討されているということが，具体的に学術論文を挙げ
て紹介された。回答に対して，守屋副査から，環境中において制限されたリン濃度と
比較し生体内でのリン濃度は著しく高いことから，リンが制限された環境中でのリン
の蓄積が興味深い課題であることがコメントされた。 
和田副査は，E. gracilis の細胞を固体 NMR でそのまま解析する報告例は，他にな
いのかという質問があった。申請者の回答は，文献調査をおこない把握している範囲
では，既報はなく初めての例ではないかとの回答があった。付随して，バクテリアや
他の藻類において細胞を固体 NMR でそのまま解析する例は，他にないのかという質
問があった。バクテリアでは例があるという回答および，藻類では，実際に申請者が
おこなった単細胞緑藻である parachlorella kessleri の例が示された。また，この藻類
では，貯蔵多糖がデンプンである点と，アンモニア濃度に対応して，タンパク質と脂
質の蓄積量が変動している点が，博士論文で用いられた E. gracilis の例と比較して回
答された。和田副査からは，本博士論文で提案した方法を様々な生物種に対して適用
し，比較解析することで，特殊な知見が得られるのではというコメントが寄せられた。
さらに，レッドフィールド比と本研究の関係性に関して質問があった。本研究は，化
学環境に応じて生体内の元素比が変動し得ることを示しているが，逆説的に，レッド
 フィールド比は，生化学的な安定性ではなく，地球規模での化学環境の安定性を強く
反映しているのではないかという推察が回答された。 
池上主査は，13C 相関多次元 NMR スペクトルから示された貯蔵多糖のパラミロン
に 4 つの構造に関して想定される構造があるかという質問があった。パラミロンは，
三重螺旋構造の-1,3-グルカンであり，既報では，分子の水和によって結晶格子が大
きくなるとの報告があることから，水和水が鎖間に入り込み膨張して三重螺旋を安定
化させる構造モデルを予想し，逆に脱水和によって三重螺旋が不安定化している構造
モデルを予想しているとの回答があった。また，池上主査は，本研究の主題でもある
炭素，窒素，リンの元素比が核磁気共鳴法によって求めることができるかに関して質
問をおこなった。ラーモア周波数は，元素特異的であるため，理論的に可能であると
の回答があった。加えて違う元素どうしでの比較は，緩和時間の違いなどから困難で
はないかとの質問があった。これに対して，実際に，磁場掃引型の核磁気共鳴装置を
使って元素分析を試みた例が紹介された。また，指摘があったように元素ごとに補正
因子を使って補正を加える必要性があるとの回答があった。 
関連分野に関して，守屋副査は，医科学分野への応用はどのような展開があり得る
のかという質問した。医科学分野では，因果関係がはっきりとした知見が求められ，
要素還元的なアプローチが一般的であるが，本博士論文でおこなった網羅的解析は，
医科学分野での研究の最も初期段階の仮説をたてる部分において寄与しうるとの回
答があった。 
池口副査は，溶液および固体 NMR 法の応用分野に関して質問した。有機合成およ
び天然物化学研究における構造確認および決定，蛋白質などの生体高分子の立体構造
やダイナミクスの解析，合成高分子の立体異性や相分離構造の解析，他には錯体化学
やソフトマター，生体由来素材など多岐に渡るとの回答があった。 
最後に，英語能力について，提出論文の general introduction と general discussion
を独自で執筆したことを確認し，発表で使用したスライドの内１枚を使用して英語で
プレゼンテーションおよび質疑応答をおこなうことで申請者の英語能力を判定した。
更に，池上主査から 13C 相関 3 次元相関スペクトルにおける各 13C 軸の違いに関して
英語で説明を求められた。パルスシーケンスにそって各 13C 軸の違いがスピン拡散時
間の違いに対応しており，近距離の炭素相関が得られる軸と長距離の炭素相関が得ら
れる軸があることが英語で説明された。一方，英作文能力に関しては，general 
introduction と general discussion の内容から，副詞および定冠詞の用法の誤りに関し
て指摘があったため，これらを訂正後，最終論文として提出することになった。しか
しながら，総合的には論理的に記述されていると判断された。 
以上の通り，本論文審査から，専門分野や関連分野の知識，また英語能力に関して，
学位取得に足るものと評価され，4 名の審査委員は申請者の小松功典氏が博士（理学）
の学位を授与されるのに相応しい資質を備えていると判断した。 
